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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer insbesondere hochgereinigten, doppelt virusinaktivierten 
Faktor VIII (Blutgerinnungs-Faktor VIII; abgek. "FVIir)-enthaltenden Zusammensetzung aus dem Blutplasma vom 
5 Menschen. 

Im Stand der Technik sind Verfahren zur Herstellung hochreiner, virusinaktivierter FVIII-Produkte. die aus dem 
Blutplasma vom Menschen isoliert werden, beschrieben. Beispielsweise beschreibt EP O 367 840 die Herstellung 
eines FVIII-Produktes, das lonenaustauscher zur FVIII Reinigung verwendei Zur Virusinaktivierung wird die FVIII- 
L6sung mit biokompatiblen organischen Ldsungsmitteln/Detergenzien behandeit. DE 42 04 694 beschreibt Anionen- 

10 austauscher mit verschiedenen Merkmalen, die zur FVIII Reinigung geeignet sind. 

EP 0 337 144 beschreibt Trennmaterialien zur Fraktionierung von Biopolymeren, die bei der Affinitats- Oder lonenaus- 
tauscher-Chromatographie verwendet werden kbnnen. EP O 567 448 beschreibt die Kombination der MalBnahmen 
einer chromatographischen Reinigung, einer Tensidbehandiung des FVIII in wSBriger Lfisung und einer Hitzebehand- 
lung der FVIII-Praparation in festem Zustand. Die Hitzebehandlung erfolgt mit heiBem Dampf in Gegenwart von Metha- 

is nol oder Ethanol unter Angabe bestimmter Mengenverhaitnisse. WO 93/15105 beschreibt die FVIII-Herstellung aus 
Kryoprazipitat unter Verwendung von Anion enaustauschern. EP O 399 321 beschreibt die Herstellung eines FVIII-Kon- 
zentrates durch Ausfailung des FVIII mit Polyethylenglykol (PEG) und Warmebehandlung in Gegenwart von Saccha- 
rose (1,2 bis 0,6 g/m FVIII-Konzentrat). FBE 0 383 645 beschreibt die Herstellung eines FVIII-Konzentrates durch 
Trennung des FVIII vom von Willebrand Faktor. EP 0 412 466 beschreibt die Herstellung von FVIII mit hoher spezifi- 

20 scher AktivitSt, der zusatzlich pasteurisiert wird. US-Patent 5,099,002 beschreibt das Erhitzen von gefriergetrockneten 
Gerinnungskonzentraten zur Reduzierung der Infektiositat von Viren, falls vorhanden. WO 94/17 834 beschreibt die 
Inaktivierung von Viren durch Behandlung der Quelle mit Alkylphosphaten, gleichzeitig oder aufeinanderfolgend, und 
bei einer Temperatur von 55 °C bis 67 °C fur eine Zeitdauer von 5 bis 30 Stunden. EP 018 561 beschreibt die Herstel- 
lung von Gerinnungsfaktoren durch Erhitzen auf 60-70 °C in Gegenwart von Glycin und einem Saccharid in Losung. EP 

25 0 094 61 1 beschreibt eine FVIII-angereicherte Zusammensetzung zur Herstellung eines Arzneimittels, die in gefrierge- 
trocknetem Zustand bei 60 °C bis 125 °C erhitzt wird, mit einer spezifischen AktivitSt gr66er als 300 FVIII-Einheiten pro 
Gramm Protein. 

In der Zeitschrift "Hemophilia World 1995; Vol. 2; No. 3" sind in einer Beilage zu diesem Heft die zur Zeit in den 
USA verfugbaren FVIII- und FIX-Konzentrate unter dem Titel "Clotting Factor Concentrates, USA 1995 H zusammenge- 
30 faBt. Aus dieser Publikation sind in Tab. 1 Angaben uber die Virusinaktivierungsverfahren, mit denen diese Produkte 
behandeit werden, entnommen und durch europaische Produkte und Hersteller erganzt. 



35 



40 



45 



50 



55 



BNSOOCID:<EP 0812858A1> 



2 



EP0 812 858 A1 



Tab. 1 



Faktor Vtll Konzentrate (Handel sprodukte 1995) 


ltd. Nr. 


Handelsname 


Hersteller 


Virusinaktivierug 


spezifische Aktivitat ohne 
Alb. Endbehaiter 


1 


Haemate 


Behringwerke 


60 °C, 10 h; flussig + Stabilisator 


— 


1-2 


2 


Beriate P 


Behringwerke 


60 °C,10 h; flussig + Stabilisator 


— 


ca. 100 


3 


Profilate HAT 


Alpha 


SD; 80 °C, 72 (GT) 


— 


5-15 


4 


Koate 


Miles/Cutter 


SD 


— 


10-20 


5 


Octavi SD Plus 


Octapharma 


SD; 63 °C, 10 h, flussig + Stabilisa- 
tor 




ca. 100 


6 


Emoclot 


Aima 


SD; 100 °C, 30 Min 




ca. 100 


7 


Haemoctin SDH 


Biotest Pharma 


SD; 100 °C, 30 Min 




ca. 100 


8 


Immunate 


Immuno AG 


60 °C. 10 h; Dampf 




10 


9 


Alpanate 


Alpha 


SD 




20-30 


10 


Hemof il M 


Baxter 


SD 


>500 


2-10 


11 


Monoclate 


Armour 


60 °C, 10 h; flussig + Stabilisator 


>500 


2-10 


12 


Octanativ 


Kabi 


SD 


>500 


ca. 20 


SD = solvent detergent 

Alb. = Albumin 

GT = gefriergetrocknet 



30 

Die in der Tab. 1 aufgefuhrten FVIII-Konzentrate sind in den letzten zehn Jahren entwickelt worden (Kasper CK t 
Lusher JM and the Transfusion Practices Committee of the American Association of Blood Banks. "Recent evolution of 
clotting factor concentrates for hemophilia A and B". Transfusion 1993, 33: 422-4334). Das wichtigste Ziel bei der Ent- 
35 wicWung dieser Produkte war die Verbesserung ihrer Sicherheit bezuglich der Virusubertragung. Dieses Ziel wurde 
durch die Verbesserung des Spender-Screening und der Verwendung neuer Techniken zur Virusinaktivierung und Auf- 
reinigung des FVIII erreicht. 

Ende der 70er und wahrend der 80er Jahre wurden zwei der wichtigsten Virusinaktivierungsverfahren fur FVIII- 
Konzentrate entwickelt. Das eine Verfahren beinhaltet eine Hitzebehandlung des FVIII in Ldsung in Gegenwart von Sta- 

40 biiisatoren. Das andere Verfahren beschreibt die Verwendung von Alkylphosphaten. 1979 wurde in der EP 0 018 561 
das Erhitzen des FVIII in Ldsung in Gegenwart von Zuckern (40-60 %) und Aminosauren (1-2,5 Mol/I) beschrieben. Das 
Erhitzen von Proteinen in Ldsungen in Gegenwart von Zuckern wurde durch die Zugabe von Ca-lonen-haltigen Salzen 
erweitert (EP 0 106 269). ErgSnzt wurde die Methode der Virusinaktivierung in Proteinl6sungen durch Varianten der 
genannten VerGffentlichungen, wie der EP 0 035 204, in welcher der Temperaturbereich von 60 ° C auf 75 ° C erweitert 

45 wurde und die Konzentration der Zucker von 30 % bis zur Sattigung verwendet wurde. Das Erhitzen von FVIII-haltigen 
Proteinfraktionen in gefriergetrocknetem Zustand ist in der EP 0 171 506 beschrieben. Der Temperaturbereich umfaBt 
60°C bis 125°C. Die Dampfbehandlung von FVIII-haltigen Plasmafraktionen ist bereits oben angefuhrt worden. 

Die Behandlung von FVIII-haltigen Plasmafraktionen mit einer Kombination eines Alkylphosphats und eines Deter- 
gens ist in der EP 0 131 740 beschrieben. Dieses Verfahren hat sich besonders wirksam bei der Inaktivierung behullter 

so Viren erwiesen (Horowitz MS et al.. Lancet 1988, 2: 186-189; Horowitz B, Curr. Stud. Hematol. Blood Transfus. 1989, 
56: 83-96; Horowitz B, Transfusion 1985, 25: 516-522). Dieses Virusinaktivierungsverfahren (Solvent-Detergent (SD)- 
Verfahren) ist jedoch prinzipiell nicht in der Lage, Viren ohne lipidhaltige Virushulle zu inaktivieren. 

Da bei der Herstellung von Arzneimitteln aus Plasma vom Menschen die Gefahr der Ubertragung von Infektions- 
erregern durch Screening der Spenderplasmen nicht auszuschlieGen ist, sollte diese Gefahr durch die Anwendung von 

55 Virusinaktivierungsverfahren weiter reduziert werden. MaBnahmen zur Inaktivierung der behullten Viren wurden 
besonders erforderlich, nachdem 1992/1993 im Zusammenhang mit einem SD-behandeltem FVIII-Konzentrat in ca. 
100 Fallen von einer Hepatitis A-lnfektion berichtet wurde (Lancet (1992), 340: 123; Lancet (1993). 341: 179; Ann. 
Intern. Med. (1994); MMWR (1996). Vol. 45. Nr. 2: 29-32). Diese Hepatitis A-Faile hatten einen Stufenplan deutscher 
BehOrden zur Folge (Pharm. Ind. 1993; 4: 71-72). 
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Neben der Gefahr der Ubertragung von Infektionserregern durch FVIII-Produkte ist die Entstehung von FVIII-lnhi- 
bitoren (FVIII-Antikorper) ein zentrales Problem der Substitutionstherapie der Hamophilie A. Antikorper entstehen bei 
3-52 % der Patienten mit schwerer Hamophilie A, die durch eine Reihe von Variablen erkiarbar sind (De Biasi R, et al. ( 
Thrombosis Haemostasis 1994, 71 : 544-7; Ehrenforth S, et al., Lancet 1992, 339: 594-8; Scharrer I, et a!., Blood Coag 

5 Fibrinol 1993, 4: 753-8; McMillan CW, et al., Blood 1988, 71 : 344-8). Derartige Variable betreffen das Alter der Patien- 
ten, die Haufigkeit der Behandlung und den FVIII- Praparatetyp (Addiego JE, et aL, Thromb. Haemost. 1993, 67: 19-27; 
Burnout T ( et al. Vox. Sang. 1991, 60: 8-15; Peerlinck K, et al.. Thromb. Haemost. 1993, 69: 115-8; Rodendaal FR, et 
al., Blood 1993, 81 : 2180-6; Sultan Y, Thromb. Haemost 1992. 67: 600-2; Peerlinck K f et al., Blood 1993, 81 ; 3332-5; 
GuSrois C, et aL, Thrombos Haemostas 1995, 73 (2): 215-8). 

io Unterschiede in der Immunantwort der Patienten Oder ihre genetische Predisposition konnten die Inhibitor-lzidenz 
beeinflussen (Roberts HR, Blood Coag and Fibrinol 1991, 2 (1): 21-23; Hoyer L, Brit J of Haematology 1995, 90, 498- 
501). 

Ferner wurde gezeigt, daB verschiedene FVIII-Genmutationen zur Antikorperentstehung korrelieren (Schwaab R, 
et al., Thrombosis and Haemostasis 1995, 74 (6), 1402-1406). 
is Die Variablen, die die FVIII-lnhibitor-lnzidenz beeinflussen, sind: 

1. Der Patient: Der genetische Defekt, charakteristische immunologische Reaktionen, Immunstatus 

2. Die Behandlung: Das FVIII-Produkt, die Zahl der Expositionen 

3. Die Beurteilung: Die Uberwachung und die Sensitivity der Uberwachungsmethoden. 

20 

Obwohl bis heute keine eindeutige Zuordnung einer einzigen Ursache fur das Entstehen von FVIII-Antikdrpern mit 
Inhibitoreigenschaften mdglich ist, zeigen die Ergebnisse einzelner Studien die Bedeutung, die den FVIII-Praparaten 
bei der Induktion von FVIIMnhibitoren zukommt (Vermylen I., et al., Acta Clinica Belgica (1991); 46: 20). 

Zuvor bereits haufig behandelte Hamophilie A-Patienten (PTPs - previously multitransfused hemophiliacs) wurden 

25 von Mai 1990 bis Sept. 1991 mit einem neuen FVIII-Konzentrat behandelt Dieses Produkt war durch Chromatographie 
an Glas gereinigt worden und pasteurisiert. Von 47 Patienten, die ausschlieBlich mit diesem Produkt behandelt wurden, 
entwickelten 4 einen hochtitrigen Inhibitor (40, 90, 100 und 200 Bethesda Units (BU)). Ein weiterer Patient (20 BU) war 
im wesentlichen ebenfalls mit diesem FVIII-Produkt behandelt worden. Die Anwendung dieses Produktes wurde auf- 
grund dieser Befunde beendet. 

30 Die Herstellung eines hochgereinigten FVIII-Konzentrates aus groBen Plasmapools mit einer spez. Aktivitat von 
100 setzt voraus, daB mehrere Anforderungen an das Produktionsverfahren fur ein deratiges FVIII-Konzentrat erfullt 
werden mussen. 

Die Auswirkung der VirusinaktivierungsmaBnahmen auf die Struktur der Proteine ist eine der zentralen Fragestel- 
lungen, insbesondere zur Problematikder Inhibitoren. Die wesentlichste biologische Funktion des FVIII, seine Aktivitat, 
35 sollte im FVIII-Konzentrat, das zur Behandlung der Hamophilen eingesetzt wird, ein nahezu identisches Verhaitnis zu 
dem FVIII-Protein, dem FVIII-Ag, aufweisen, wie in dem Medium, dem Plasma, aus dem er isoliert wird. 

Das FVIII-Konzentrat, das nach der Reinigung aus Plasma gewonnen wird, sollte auBer dem FVIII im wesentlichen 
nur noch den von Willebrand-Faktor (vWF) enthalten, sein naturliches Tragerprotein. Da es das Ziel der Bemuhungen 
der Reinigung des FVIII aus Plasma ist, diesen von den ubrigen Plasmaprot einen zu trennen, sollte die Verwendung 
40 von Plasmaproteinen als Stabiiisatoren vermieden werden, da hierdurch die vorhergehenden Bemuhungen der Aufrei- 
nigung hinfallig werden. DemgemaB sollte der Hamophile nur das von ihm benotigte Protein erhalten. Der gereinigte 
FVIII aus Plasma besteht aus einer Mischung von Polypeptiden mit Molekulargewichten zwischen 80 bis 210 kDa, die 
eine Reihe von Untereinheiten einer Serie von Heterodimeren reprasentieren (Kaufmann, R. t Transfusion Medicine 
Reviews 1 992. 4: 235-246). 

45 Somit liegt der vorliegenden Erf indung die Aufgabe zugrunde, ein neues Verfahren zur Aufreinigung und Virusinak- 
tivierung Faktor Vlll-enthaltender Ausgangsmaterialien, im wesentlichen ohne Verwendung von Stabiiisatoren, bereit- 
zustellen. 

Diese Aufgabe wird durch das in den Anspruchen gekennzeichnete Verfahren geldst. Insbesondere wird ein Ver- 
fahren zur Herstellung einer Faktor Vlll-enthaltenden Zusammensetzung bereitgestellt, umfassend die Schritte: 

so 

(a) Tri(n-butyl)phosphat-/Detergens-Behandlung einer Faktor Vlll-enthaltenden L6sung, und 

(b) Hitzebehandlung eines gefriergetrockneten FVIH-enthaltenden Materials bei etwa 100°C fur etwa 15 bis 120 
min, vorzugsweise etwa 30 min, 

55 wobei das gefriergetrocknete FVIII-enthaltende Material nach der Hitzebehandlung eine Restfeuchte im Bereich von 
etwa 0,3 bis etwa 1 ,8 Gew.-% aufweist. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung eines nicht immunogen wirkenden hochgereinigten FVIII-Kon- 
zentrates aus Plasma vom Menschen wird unter Anwendung von zwei verschiedenen Virusinaktivierungsverfahren 
hergestellt Diese doppelte Virusinaktivierung umfaBt, wie vorstehend ausgefuhrt, die Behandlung der FVHI-LCsung mit 
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Tri-fn-butylJphosphatC^NBP^/Polyoxyethylen-Derivat der Sorbitanester (Tween®) (SD: Solvent/Detergent = Ldsungs- 
mtttel/Detergens), vorzugsweise 0,2-0,5 Gew.-% TNBP/0,5-3 Gew.-% Tween®, und eine Hitzebehandlung des gefrier- 
' getrockneten FVIII-Endproduktes im Endbehaitnis bei 1 00°C fur 30 Minuten, bei einem Restfeuchtegehalt von etwa 0,3 
% bis 1 ,8 Gew.-%. Hinzu kommen vorzugsweise virusabreichernde Schritte bei der Herstellung. 
s Das erfindungsgemaB hergestellte FVIII-Konzentrat aus Plasma vom Menschen wird im folgenden Text als "FVIII 

SDH" bezeichnet (SDH = Solvent/Detergent/Hitze): Der FVIII SDH wird vorzugsweise aus Kryoprazipitat als Ausgangs- 
material hergestellt, das aus einem Plasmapool nach bekannten Methoden gewonnen wird. Im Kryoprazipitat sind 
nahezu alle Plasmaproteine vorhanden, einige in angereicherter Form gegenuber Plasma, insbesondere der FVIII und 
Fibrinogen. 

io Das erfindungsgem&Be Verfahren des FVIII SDH umfaBt in einer bevorzugten AusfCihrungsform folgende Herstel- 
lungsschritte: 

(1) Die Abtrennung des Fibrinogens und gegebenenfalls die Entfernung weiterer Gerinnungsfaktoren des PPSB- 
Komplexes erfolgt beispielsweise uber eine Ethanolfailung und/oder durch die Adsorption an AI(OH) 3 . 

75 

(2) Die Virusinaktivierung der FVIII-Rohfraktion erfolgt mit vorzugsweise TNBPHween® 80. 

(3) Die spezif ische Saulenchromatographie an lonenaustauschern fuhrt zur Entfernung von TNBP und Tween® 80, 
sowie zur Abtrennung der restlichen Plasmaproteine. 

20 

(4) Das Eluat wird vorzugsweise dia- und/oder ultraf iltriert, die Elektrolyte werden auf die gewunschten Konzentra- 
tionen eingestellt. 

(5) Nach der Steritfiltration erfolgt die Endabfullung in Glasflaschen, die in flussigen Stickstoff (etwa - 195°C) 
25 getaucht werden, wodurch die FVIII-Ldsung schockgefroren wird. 

(6) Die Gefriertrocknung der gefrorenen FVIII-L6sung erfolgt im Hochvakuum und wird bis zu einer Restfeuchte 
des Endproduktes im Bereich von etwa 0,3 bis 1,8% ausgefuhrt 

30 (7) Das gefriergetrocknete Praparat wird fur 30 min im Autoklaven auf 100°C erhitzt 

Das erfindungsgemaB hergestellte FVIII-Produkt wirkt nicht immunogen und ist gegenuber dem Ausgangsplasma 
beispielsweise um das etwa 10 4 -fache, insbesondere durch die Anwendung chromatographischer Reinigung, angerei- 
chert. 

35 Die virusabreichernden Schritte der FVIII-Aufarbeitung und Reinigung aus Plasma vom Menschen, unter Anwen- 
dung des erfindungsgemaBen Verfahrens zur Herstellung eines nicht immunogen wirkenden FVIII-Konzentrates sind in 
Tab. 2 aufgefuhrt. Fur einige relevante behuiite und nicht-behullte Viruen sind die Inaktivierungsraten fur jeden Aufar- 
beitungsschritt der FVIIi-Konzentrat-Herstellung in log 10 aufgefuhrt. 

40 
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Tab. 2 



5 


Virusabreicherung und Vrusinaktivierung fur nicht immunogen wirkenden FVIII aus Plasma (Virus-Reduk- 

tion: log 10) 
Schritt/Behandlung 


10 


Virus 


Neutalisation 


Kryoprazip. 


AI(OH) 3 


TNBP Tween 


Chromato- 


100 °C 30 
min 


gesamter 
faktor 




HIV-1 




1.3 


0.4 


>6.4 


1.9 


>6.6 


>16.2 




PSR 




3.2 


1.1 


>6.8 


1.1 


>4.6 


> 16.8 




VSV 




1.5 


0.5 


>4.7 


0.6 


>5.8 


> 11.9 


15 


BVDV 




1.2 


n.t. 


>6.8* 


1.1 


>6.6 


> 15.7 




Sindb. 




n.t.*** 


3.5 


>4.5 


1.0 


n.t 


>9.0 




Polio 




n.t. 


5.0 


n.t. 


2.2 


5.0 


12.2 


20 


Parvo** 






1.3 


0.5 


2.4 


1.4 


5.1 




Reo 






1.6 


n.t. 




>6.0 


> 7.6 




HAV 


4.4 






4.1 




>5.3 


> 13.8 



* HCV: > 4.5 log 10 (Schimpansen Studie) 
25 ** bovines Parvovirus 

*** nicht getestet 



30 Das nach dem erfindungsgemaBen Verfahren hergestellte FVIII-Konzentrat aus Plasma vom Menschen enthait 
den FVIII beispielsweise in einer gegenuber dem Plasma 10.000-fach angereicherten Menge. Die pro 1000 IE FVIII 
SDH (IE = Internationale Einheiten) nachweisbare Konzentration einzelner Proteine ist derjenigen in einem Liter 
Plasma vorhandenen Proteinkonzentration gegenubergestellt (Tab 3.). 



35 

Tab. 3 





Proteinkonzentration im Plasma und FVIII SDH (Durchschnittswerte) 


40 


Protein 


Plasmakonzentration 
(mg/l) 


FVIII SDH (mg/1000 IE) 


Methode 




FVIII 


0.1-0.2 


0.1-0.2 


1 




Gesamtprotein 


65 000 


10 


2 




vWF 


18 


6 


1 


45 


Fibrinogen 


3 000 


3.5 


3 




Fibronectin 


30 


0.3 


3 




Albumin 


44 000 


0.03 


3 


50 


igG 


12 000 


0.5 


3 




igM 


1 400 


0.2 


3 




igA 


2 100 


<0.01 


3 


55 


1 = Elisa (Enzyme linked immunosorbent assay) 

2 = Bradford (Autor der Methode) 

3 = RID (Radiale Immundiffusion) 

(Bradford MM: Analytical Biochemistry 1976, 72: 248-254) 
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In dieser Darstellung der Kbnzentrationsangaben der im FVIII SDH nachweisbaren Proteine ist abzulesen, daB bei- 
spielsweise 96 % der im Produkt nachweisbaren Proteinmenge aus FVIII, dem vWF und nicht gerinnbarem Fibrinogen 
bestehen. Das Fibrinogen liegt als nicht gerinnbares Fibrinogen vor, d. h. die Fibrinogenbestimmung nach Clauss 

5 ergibt ein negatives Ergebnis (Clauss A, Acta Haemat 1957, 17: 237 - 246). 

Die Methoden, die zur Herstellung der FVIII-Konzentrate und zur Inaktivierung bzw. Eliminierung im Blutplasma 
vorkommender Viren angewandt werden, haben mfiglicherweise einen EinfluG auf die Struktur und biologische Aktivitat 
der Proteine. Eine Grundvoraussetzung der Anwendbarkeit der FVIII-Produkte ist, daf3 sie sich vor ihrer Anwendung 
nach der Zugabe des L6sungsmittels - normalerweise ist dies ein fur klinische Anwendungen geeignetes Wasser (aqua 

10 ad injectabilia) - ruckstandlos auf lOsen. Denaturierte Proteine sind in Wasser im wesentlichen unloslich. Die Struktur 
und biologische Aktivitat des erfindungsgemaG hergestellten FVIII-Produktes bleibt erhalten, wenn dieser nach dem 
erfindungsgemaGen Verfahren hergestellt wird, da sich nur unter diesen Bedingungen das FVIII-Konzentrat auch nach 
dem Erhitzen, bis zu 2 Stunden auf 100 ° C, ruckstandslos mit aqua ad injectabilia auflOst. 

Eine entscheidende Voraussetzung dafur, daBder erfindungsgemaBe FVIII SDH fur 30 min auf 100°C erhitzbar ist, 

is ohne dabei denaturiert zu werden und sich trotzdem ruckstandslos mit Wasser IGsen laGt, ohne daG dem Gefriertrock- 
nungs-Puffer ein Stabilisator in Form von Proteinen oder Zuckern zugesetzt werden muG, ist das Schockeinfrieren der 
FVIII-L6sung in flussigen Stickstoff bei einer Temperatur von -195°C vor der Gefriertrocknung. Das nach dem erfin- 
dungsgemaGen Verfahren hergestellte FVIII-Konzentrat FVIII SDH wird uberraschenderweise in seiner biologischen 
Struktur und biologischer Aktivitat nicht verandert und eine Denaturierung der Proteine durch die Erhitzung findet nicht 

20 statt. 

Zur Oberprufung der Auswirkung des erfindungsgemaGen Herstellungsverfahrens auf die Struktur der Proteine 
wurde eine Reihe physikalischer und biologischer Tests durchgefuhrt (Kotitschke R et al, Hamostaseologie 1994, 14: 
100-3; Arrighi S et al., Thromb Haemost 1995, 74 (3); 868 -73). Insbesondere ist die Auswirkung der Hitzebehandlung 
auf die Proteine unter den Bedingungen des erfindungsgemaGen Herstellungsverfahrens uberpruft wordeh, da der 

25 FVIII bekanntermaGen extrem lagerinstabil und empfindlich gegenuberder Hitzebehandlung ist. 

Eine Hitzebehandlung des FVIII in LOsung erfordert ublicherweise die Stabilisierung des FVIII durch die Zugabe 
bestimmter Stabilisatoren. Eine Hitzebehandlung des FVIII in gefriergetrocknetem Zustand ohne nennenswerten Akti- 
vitatsverlust ist ferner nur fur FVIII-Produkte bekannt, deren spezische Aktivitat nach der Herstellung aus Plasma sehr 
niedrig ist (z.B. < 20) oder denen Stabilisatoren in Form von Proteinen oder Zucke zugesetzt werden mussen (s. Tab. 1 ). 

30 Das erfindungsgemaGe FVIII SDH-Produkt kann uberaschenderweise ohne nennenswerten Aktivitatsverlust bei 

100 °C bis zu 2 Stunden erhitzt werden, wenn der Restfeuchtegehalt weniger als etwa 1 ,8 % betragt und die Einfrier- 
temperatur vor der Gefriertrocknung unter -195 °C liegt. Aus den im folgenden aufgefuhrten Daten wird ersichtlich, daG 
das erhitzte und nicht-erhitzte FVIII Produkt bei der Oberprufung der Struktur und Aktivitat identische Ergebnisse ergab 
(Fig. 2 und Tab. 4). 
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Tab. 4 
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Haemoctin (R) SDH: FVIIlC/FVIHAg 


Behandlung 


Fvmc (xio) 


FVIIlAg (xlO) 


rVIIIG/rVHIAg (/10) 


Kryo 


0,98 


1,66 


5,9 


AI(OH)3 


0,79 


1 ,38 




TNBP/Tween 


0,59 


1,01 


5,8 


S.-Eluat 


3,18 


4,68 


6,8 


ZP (UF/DF) 


5,79 


8,55 


6,8 


GT 


5,57 


6,95 


8 


SDH 


5,25 


6,8 


7,7 


















Kryo 


1,29 


1,3 


9,9 


AI(OH)3 


0,99 


1,01 


9,8 


TNBP/Tween 


0,67 


0,7 


9,6 


S.-Eluat 


4,46 


5 


8,9 


ZP (UF/DF) 


6,31 


6,45 


9,7 


GT 


6,25 


5,9 


10,5 


SDH 


5,55 


5,7 


9,7 


















Kryo 


0,98 


0,98 




AI(OH)3 


0,81 


0,73 


11 


TNBP/Tween 


0,61 


0,67 


9,1 


S.-Eluat 


3,8 


4,34 


8,8 


ZP (UF/DF) 


6,2 


6,38 


9,7 


GT 


5,78 


5,7 


10,1 


SDH 


5,52 


5,3 


10,4 



45 



50 



55 



Die Figuren zeigen: 

Fig. 1 zeigt schematisch die FVIII SDH-Herstellung in einer bevorzugten Ausfuhrungsform. 

Fig. 2 zeigt das Verhaitnis von FVIIIC/FVIIlag an verschiedenen FVIII-Herstellungsschritten von drei FVIII SDH- 
Chargen. Die Charge a unterscheidet sich von den Chargen b und c deutlich durch das verminderte Verhaitnis des 
Ausgangsproduktes der FVIII-Herstellung des Kryos. Um auf dieser Graf ik die Saulen fur die einzelnen Parameter 
in nahezu vergleichbarer Gr6Be darstellen zu k6nnen, wurden die einzelnen Parameter entweder mit 10 multipli- 
ziert Oder durch 10 dividiert. Das Verhaitnis muB in dieser Darstellung durch 10 dividtert werden, damit erkennbar 
wird, daB sie fur die Chargen b und c an jedem Herstellungsschritt nahe = 1 ,0 ist Das Kryo der Charge a weist ein 
Verhaitnis von etwa 0,6 auf, ein Hinweis auf verlorengegangene FVIII-Aktivitat bei der Herstellung und Lagerung 
dieser Kryo-Charge. Der AufarbeitungsprozeB zum hochgereinigten FVIII-Konzentrat bringt das Verhaitnis auf 0,8, 
aber nicht mehr auf 1,0. Entscheidend bei dieser Studie ist jedoch der Vergleich des Verhaitnisses der erhitzten 
und nicht-erhitzten Proben. Diese ist fur beide Produkte nahezu gleich und bestatigt damit den relativ geringen 
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Aktivitatsverlust durch die Hitzebehandlung. 

Die Auswirkung des erfindungsgemaBen Herstellungsverfahrens auf die Proteinstruktur wurde anhand der Mole- 
kulargewichtsverteilung und SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) uberpruft. Zusatzlich wurde das nicht- 
s erhitzte (FVIII SD) und erhitzte Produkt (FVIII SDH) auf die Entstehung von Neoantigenen uberpruft (R Kotitschke et 
" al., Hamostaseologie 1994; 14: 100-3; S. Arighi et al. ( Thromb Haemost 1995; 73 (3): 868-73). Diese Uberprufungen 
ergaben eine Identity fur den FVIII SD und den FVIII SDH, womit gezeigt war, daft die Proteine in dem erfindungsge- 
m&6 hergestellten FVIII-Konzentrat in ihrer Proteinstruktur unverandert waren. 

Fig. 3 zeigt die Anwendungsbeobachtung for FVIII SDH. Die Anwendungsbeobachtung an sieben Behandlungs- 
10 zentren fur Hamophilie A wurde 1993 begonnen. 51 Patienten wurden in diese Anwendungsbeobachtung einbezogen, 
mitder langsten Beobachtungszeit von 27 Monaten. In Ungarn sind vor 1993 nahezu alle Hamophilie A-Patienten mit 
Kryoprazipitat und/oder nur mit einem FVIII-Konzentrat behandelt worden. Daher war es mCglich, die Inhibitor-lnzidenz 
an einer relativ homogenen Patientengruppe nach der Behandlung mit FVIII SDH zu prufen und die Inhibitor-lnzidenz 
dieser Gruppe (Gruppe I) zu vergleichen, die an Behandlungszentren fur Hamophilie A in Deutschland (Gruppe M) mit 
is verschiedenen FVIII-Konzentraten vorbehandelt waren. Bei keinem der 51 Patienten ist ein Inhibitor aufgetreten. Die 
Patienten wurden uber einen Zeitraum von 4 bis 26 Monaten untersucht, die uberwiegende Anzahl uber einen Zeitraum 
von 12 Monaten. Die maximale Anzahl der kumulativen Behandlungstage betrug 349. Ein Behandlungstag umfaGt die 
FVIII-Menge, die zur Behandlung einer Blutungsepisode verwendet wurde. 

Die "response", "in vivo recovery" und Halbwertszeit wurde mit dem FVIII 1-StufenTest und einem chromogenen 
20 Substrat (an 16 Patienten) bestimmt; vgl. Tab. 5. Diese Daten entsprechen denen in der Vergangenheit von anderen 
Autoren publizierten fur pd FVIII-Konzentrate (pd = plasma derived = aus Plasma hergestellt). 



Tab. 5 



FVIII SDH: Biologische Halbwertsweit und in vivo recovery an 
16 HSmophilie A-Patienten 




1-Stufen-Test 


chromogenes Sub- 
strat 


in vivo recovery (%) 


71 ±15 


77 ±17 


Response (%) 


1.6 ±0.4 


1.7+0.4 


Halbwertszeit 


13.0 ±2.8 


12.7 ±3.2 



35 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird durch die nachstehenden Beispiele naher eriautert. 
Beispiel 1 

40 

Herstellung von FVIII aus Plasma vom Menschen, der nicht immunogen nach der Substitution an Patienten ist. 

Spenderplasma: Neun Teile Spender-Venenblut wurden zu einem Teil einer 3,8%igen Natriumcitrat-StabilisatorlO- 
sung gegeben. Das Blut wurde direkt nach der Blutentnahme zentrifugiert und in die in physiologischer KbchsalzlGsung 
aufgeschlemmten Erythrozyten dem Spender reinfundiert (Plasmapherese). Das Plasma wurde spatestens innerhalb 
45 von 18 Stunden eingefroren. 

Das gefrorene Plasma wurde bei einer Temperatur von + 2°C bis + 4°C aufgetaut. Die Plasmen von mehreren 
Spendern wurden gepoolt (gemischt). Die Kaiteausfailung (Kryoprazipitat) wurde in an sich bekannter Weise durch 
Zentrifugation gewonnen. 

1 kg Kryoprazipitat, gewonnen aus ca. 100 I Plasma, wurde zu 3 kg einer Wasser/Ethanol-Mischung (10 g Ethanol 
so auf 1 I H 2 0), die 900 IE Heparin enthielt, suspendiert 

Der pH-Wert der Suspension wurde unter Ruhren mit 0,1 M Essigsaure auf pH 7,0 eingestellt. Die Mischung wurde 
auf Zimmertemperatur erwarmt und fur 30 Minuten geruhrt. Zu der so erhaltenen Ldsung wurden 108 g einer 2 % 
AI(OH) 3 -Suspension pro kg eingesetztes Kryo zugesetzt und fur 15 min bei Zimmertemperatur geruhrt. Der pH-Wert 
wurde durch Zugabe von 0,1 M Essigsaure auf pH 6,55 eingestellt und die Temperatur auf 15°C abgekuhlt. Der Nieder- 
55 schlag wurde abzentrifugiert und verworfen. 

Der Uberstand wurde zur Virusinaktivierung mit einer Mischung aus Tri-(n-butyl) phosphat (TNBP) (0,3 Gew.-%) 
und Tween® 80 (1 Gew.-%) behandelt. Pro 1 kg der FVIIILfisung wurden 10,52 g Tween® 80 und 3,16 ml TNBP bend- 
tigt. Das Tween® 80 wurde mit 4 ml dest. H 2 0 geldst Der pH-Wert der FVIII-Ldsung wurde mit 1 M NaOH auf pH 7.1 
eingestellt und die Ldsung auf 25°C vorgewarmt. Die Mischung aus TNBP und Tween® 80 wurde uber einen Zeitraum 
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von 15 Minuten unter Ruhren zugegeben. Die mit TNBP/Tween® 80 versetzte FVIII-Ldsung wurde fur 13 Stunden bei 
etwa 25°C geruhrt. Die FVIII-Ldsung wurde anschlieBend an einem Anionenaustauschergel chromatographiert. Die 
SSule wurde vor dem Auftragen der ProteinlOsung mit einem Puffer von pH 6,95 aus NaCI (0,12 M), Na-Citrat (0,01 M), 
Glycin (0,12 M) und CaCI 2 (0,001 M) aquilibriert. Die Extinktion des Sauleneluates wurde bei 280 nm gemessen. Die 
sterilisierte FVlll-Losung wurde auf das aquilibrierte Gel aufgetragen und mit dem Aquilibrierungspuffer nachgewa- 
schen, bis das UV-Signal die Basislinie erreicht hatte. Zur Entfernung von Begleitproteinen wurde die Saule mit einem 
Puffer erhShter lonenstarke aus NaCI (0,16 M), Na-Citrat (0,01 M), Glycin (0,12 M) und CaCI 2 (0,001 M) bei pH 6,95 
gewaschen. 

Die Elution des FVIII wurde mit folgendem Elutionspuffer ausgefuhrt: 0,25 M NaCI, 0,01 M Na-Citrat, 0,12 M Glycin, 
0,001 M CaCI 2 bei pH 6,95. Das FVIII-haltige Eluat der Chromatographie wurde mit einer Ultrafiltration auf etwa die 
Haifte der eingesetzten Eluatvolumen ankonzentriert und mit einem Puffer aus 0,01 M NaCitrat, 0,12 M Glycin und 

0. 001 M CaCI 2 bis zu einer FVIll-Aktivitat der LSsung von etwa 1 10 IE FVIII pro ml verdunnt. Die FVlll-Losung wurde 
sterilfiltriert und k 10 ml in die Endbehaitnisse (20 ml Glasflaschen) abgefullt. Die Glasflaschen mit der FVIII-Ldsung 
wurden bei -195°C in flussigen Stickstoff getaucht und anschlieBend in einer Gefriertrocknungsanlage bis zu einer 
Restfeuchte des FVIII-Produktes von etwa 0,5 % getrocknet. 

Die Flaschen mit dem gefriergetrockneten Produkt wurden in einen Autoklaven gestellt und for 30 Minuten auf 
100°C erhitzt Die Temperatumessung erfolgte mit dem Gerat "Datatrace Micropack" der Fa. Hero Instruments Electro- 
nic Vertriebs GmbH, Deutschland. Direkt nach der Entnahme der Flaschen aus dem Autoklaven wurden sie in einen 
Kuhlraum (ca. +4°C) zum Abkuhlen eingebracht Die FVIll-Aktivitat der erhitzen Probe betrug 95 % der nicht-erhitzten 
Probe. 

B eispiel 2 

1 kg Kryoprazipitat wurde in der gleichen Weise wie in Beispiel 1 hergestellt und geldst. Die Aufarbeitung des Kry- 
oprazipitates bis zur Ultrafiltration wurde in gleicher Weise wie in Beispiel 1 beschrieben durchgefuhrt. Die Verdunnung 
der ankonzentrierten FVIII-Saulen-Eluatl6sung erfolgte mit dem Puffer aus 0,01 M Na-Citrat 0,12 M Glycin und 0,01 M 
CaCI 2 bis zu einer FVIII-Aktivitat von 50 IE FVIII pro ml. Die FVlll-Losung wurde sterilfiltriert und a 10 ml in die Endbe- 
hatnisse (20 ml Glasflaschen) abgefullt. Das Einfrieren dieser Flaschen, sowie die Gefriertrocknung und die Hitzebe- 
handlung erfolgte wie unter Beispiel 1 beschrieben. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung einer nicht-immunogenen Faktor Vlll-enthaltenden Zusammensetzung, umfassend die 
Schritte: 

(a) Tri(n-butyl)phosphat-/Detergens-Behandlung einer Faktor Vll-enthaltenden Losung, und 

(b) Hitzebehandlung eines gefriergetrockneten F Vlll-enthaltenden Materials bei etwa 100°C fur etwa 15-120 
min, 

wobei das gefriergetrocknete FVIII-enthaltende Material nach der Hitzebehandlung eine Restfeuchte im Bereich 
von etwa 0,3 bis etwa 1 ,8 Gew.-% aufweist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , worin die Faktor Vlll-enthaltende LSsung vor dem Gefriertrocknen bei einer Tempera- 
tur von unter -190°C schockgefroren wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Detergens ein Polyoxyethylen-Derivat eines Sorbitanesters ist. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, worin vor Schritt (a) Fibrinogen und gegebenenfalls weitere Gerin- 
nungsfaktoren des PPSB-Komplexes durch eine Ethanolfailung und/oder eine Adsorption an AI(OH) 3 aus der 
FVIK-enthaltenden LOsung entfernt werden. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, worin nach Schritt (a) das Tri(n-butyl)phosphat und das Detergens 
durch lonenaustauschchromatographie aus der FVIII-enthaltenden Lbsung entfernt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, worin die FVIII-enthaltende Ldsung als Eluat der lonenaustauschchromatographie 
dia- und/oder ultrafiltiert wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, worin die FVIII-enthaltende LOsung nach der Da- und/oder Ultrafiltration sterilfiltriert 
wird. 
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8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, worin die Hitzebehandlung in einem Autoklaven durchgefuhrt wird. 

9. Nicht-immunogene FVIII-enthaltende Zusammensetzung, erhaltlich durch ein gemaB einem der Anspruche 1 bis 8 
gekennzeichneten Verfahren. 
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Fig. 1 



FVIII SDH Produktions-Schema 



||§ SpezAkL 



S Spez.Akt. 



M Spez.Akt. 
11 ~ 100 lE/mg 



Spez. Akt-. 
100 lE/mg 





Kryo 






=£= 






Abtrennung 




F'gen.Fnectin.PPSBJgG 




, 4 . 






Rohfraktion 






— i — 




Virusinaktivierung 


SD 


TNBP/Tween 80, 25°C 



Lageoing -70*C 



1 . Ethanol / Heparin 

2. AJuminlurnhydroxid 



Spezifische 

Saulen-Chromatographie 
an lonenaustauscher : 

1. Entfernung v. TNBP/Tween 80 

2. Abtrennung von restllchen 
Segleiiprotelnen 
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Sterilfiftration 
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Virusinaktivierung H 
100° C, 30 Minuten 
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